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In onze modeme westerse samenleving neemt het verschijnsel overgewicht epidemische
voÍïnen aan. Overgewicht kan leiden tot vetzucht (obesitas) en geeft een sterk verhoogd
risico voor onder andere gewrichtsslijtage, type II diabetes mellitus (insuline-
ongevoeligheid, ook bekend als "ouderdomsdiabetes"), cardiovasculaire aandoeningen,
hypertensie, hersenbloedingen en enkele vonnen van kanker. Reeds in 2000 rapporteerde
de Wereldgezondheidsorganisatie (WHO) dat er wereldwijd net zoveel mensen met
overgewicht zijn als mensen met ondergewicht, beide ongeveer l,l miljard. Van de 1,1
miljard mensen met overgewicht zijn zo'n 300 miljoen mensen obese, dat wil zeggen dat de
Body Mass Index (BMI, gewicht in kg / (lenete in m)2) van deze mensen hoger is dan 30.
Vrij vertaald komt dit er op neer dat meer dan 30oÁ van hun lichaamsgewicht uit vet
bestaat. In de Verenigde Staten heeft naar schatting 70 (l) % van het aantal volwassenen
boven de 26 jaar overgewicht (BMI tussen 25 en 30), en is iets meer dan 30oÁ van deze
bevolkingsgroep obese. Na roken vormen obesitas-gerelateerde ziekten in de VS dan ook
de hoogste doodsoorzaak. Minstens zo belangrijk in deze kwestie is het gegeven dat ook
het aantal kinderen met overgewicht drastisch toeneemt.
In Europa worden deze trends helaas op de voet gevolgd; uit een recent rapport van de
Gezondheidsraad (2003) is gebleken dat in Nederland 40oÁ van de volwassenen
overgewicht heeÍï en zo'n l\Yo obese is. Helaas komt overgewicht ook alblj 14% van de
kinderen voor. Deze verontrustende cijfers laten zien dat basaal wetenschappelijk
onderzoek naar de oorzaken van overgewicht hard nodig is om tot een beter begrip van drt
metabole probleem te komen, met als ultieme doel de ontwikkeling van afdoende
therapieën om obesitas en haar aanverwante syndromen te bestrijden.
Verstoringen in lichaamsgewicht worden veroorzaakt door veranderingen in energiebalans.
De energiebalans van het lichaam wordt bepaald door energieopname en energieverbruik
(metabolisme), onder normale omstandigheden zouden deze gelijk aan elkaar moeten zijn.
Het lichaam kent een uitgekiend mechanisme om de energiebalans en daarmee het
lichaamsgewicht te reguleren. Toegenouren energieopname kan worden gecompenseerd
door een verhoogd metabolisme, terwijl bij verminderde energieopname het metabolisme
gedurende zeÈr lange trjd kan worden verlaagd. Een verlaagd metabolisme is
hoogstwaarschijnlijk de oorzaak van het vaak optredende 'Jojo-eÍfect" na beëindiging van
een dieet.
Dit mechanisrne vindt zijn oorsprong in een klein gebied in de middenhersenen, de
hypothalamus. In dit hersengebied komen allerlei signalen in de vorm van hormonen
binnen, welke worden afgegeven door diverse organen betrokken bU de
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energiehuishouding. Het bekendste honnoon is insuline, wat na een maaltijd wordt
aÍgegeven door de alvleesklier om de opname van glucose door doelweettels (spieren,
vetweefsel, hersenen) mogelijk te maken. Daarnaast worden tijdens en na een maaltijd
diverse hormonen en andere signaalmoleculen afgegeven door de maag en de dunne dam,
om zo een verzadigingsgevoel op te wekken. Omgekeerd zorgen een verlaging van deze
hormonen en bijvoorbeeld de bloedsuikerspiegel voor een hongergevoel. Op deze manier
wordt de korte termijn-energiebalans gereguleerd.
Brj regulatie van de lange termijn-energiebalans zijn andere hormonen en signaalmoleculen
belangrijk. Het is gebleken dat met name het vetweefsel, als grootste energiereservoir van
het lichaam, hierin een belangrijke rol vervult. Vetcellen scheiden onder andere het
honnoon leptine ai dat via de bloedsomloop door het hele lichaam wordt getransporteerd.
In de hypothalamus bindt leptine aan receptoren en geeft zo een beeld van de hoeveelheid
lichaarnsvet. Meer leptine beteke'nt meer vet, er zal dus meer verbrand moeten worden,
terwijl minder leptine waarschijnlijk betekent dat er te weinig vet is zodat het metabolisme
zal worden verlaagd. Het belang van leptine als "vet-signaal" blijkt uit ettelijke
proefdiermodellen, waarbij het gen voor leptine of de leptine-receptor is gemuteerd. De
hersenen nemen nu geen leptine meer waar, zodat het lijkt alsof er continu te weinig
vetweefsel is. Deze dieren worden dan ook gekenmerkt door chronische hyperfagie (over-
eten) en sterk verlaagd metabolisrne waardoor extreme vetzucht optreedt. Behandeling van
leptine-deficiënte muizen rnet leptine zorgt ervoor dat de energiebalans weer wordt
hersteld. Dergelijke genetische mutaties zijn ook bij obese rnensen aangetroffen. maar
slechts in zeer beperkte rnate. Derhalve moeten rnogelijke oorzaken voor de huidige
vetzucht-epidemie lders worden gezocht.
Leptine heefï niet alleen een signaalfunctie, maar is ook actief betrokken bij de regulatie
van de energiebalans. In de hypothalarnus bindt leptine aan receptoren in neuronen in
diverse sub-kernen van de eerder genoemde hypothalamus, zowel betrokken bU
energieopname (hyperfagie en lager rnetabolisme) als energieverbruik (hypofagie (rninder
eten) en hoger metabolisme). Terwijl leptine de activiteit van de "honger-neuronen" remt,
stimuleert het de activiteit en neurotransmitter-aÍgifte van de "verzadigings-neuronen".
Deze verzadigings-neuronen produceren voornamelijk de precursor pro-opiomelanocortine
(POMC). dat kan worden omgezet in u-, B- en y-Melanocyt Stimulerend Hormoon (a-
MSH), de signaalstoÍ-fen van het zogenaamde melanocortine systeem. Perifeer afgegeven
zorgt o.-MSH in de huid voor cle activatie van pigmentcellen (melanocyten, vandaar de
naam), maar in de hersenen fungeert het als activator van andere neuronen, die op hun beurt
weer andere neuronen / hersengebieden activeren. Uiteindelijk leidt dit tot verzadigings-
gevoel en. via activatie van het sympatische zenuwstelsel (vanuit de hersenstam), tot een
hoger metabolisme. Over de functies van p- en y-MSH is minder bekend. maar y-MSH
wordt perifeer vooral geassocieerd met het remmen van ontstekingsreacties.
Het melanocortine (MC) systeem is dus, als mediator van de werking van leptine in de
hersenen, erg belangrijk voor de regulatie van het lichaamsgewicht. In de hersenen bindt a-
MSH aan de melanocortine-4 receptor (MC4-R), die alleen in de hersenen voorkomt. Net
als voor leptine zijn er een aantal diermodellen waarbij mutaties in het gen voor POMC of
MC4-R leiden tot extreme hyperfagie en vetzucht. Daamaast kan de werking van het MC
systeem worden geremd door centrale (in de hersenen) toediening van pharmacologische
antagonisten (MC4-R blokliers), wat wederom tot hypertàgie en vetzucht leidt. In
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tegenstelling tot leptine, komen genetische mutaties in het MC systeem wel regelmatig bij
obese mensen voor. Bovendien is aangetoond dat pharmacologische stimulatie van dit
systeem leidt tot minder voedselopname, hoger rnetabolisme en een verbeterde insuline-
gevoeligheid, waardoor bijvoorbeeld het risico voor type II diabetes kan verminderen. Het
is echter nog niet bekend hoe het systeem precies werkt en welke hersengebieden en
neurotranstnitters nog meer een rol spelen. Nadere bestudering van het MC systeem is
derhalve essentieel, het kan leiden tot het bepalen van mogelijke indicators voor de
ontwikkeling van vetzucht en potentiële drug targets voor de behandeling van vetzucht en
aanverwante metabole stoornissen.
D IT  PROEFSCHRIFT
In dit proefschrift is getracht nader inzicht te knjgen in de anatomie van het MC systeem en
hoe dit systeem de energie balans beïnvloedt. Dit is gedaan aan de hand van diverse
proeÍdierstudies.
ZoaIs vermeld is niet helemaal bekend welke neuronen door het MC worden
aangeschakeld. Uit eerder onderzoek is gebleken dat het neuropeptide Corticotropin-
releasing honrrone (CRH) een belangrijk doel kan zijn in de signaleringscascade van het
MC systeem. CRH-producerende neuronen bezitten veel MC4-receptoren, en
pharmacologische toediening van MC-agonisten (MC4-receptor stimulators) leidt tot een
verhoogde activatie van deze neuronen. Bovendien wekt CRH. net als leptine en a-MSH,
verzadiging op. Daamaast stimuleert het rnetabolisme door het verhogen van de
lichaamstemperatuur. ln hoofdstuk 2 is dit nogmaals aangetoond; centrale toediening van
de MC-agonist MTII leidt tot verhoogde CRH-gen transcriptie in CRH-producerende
neuronen in ratten.
Verder is in deze studie gekeken naar de mogelijke voorspellende waarde van de
gevoeligheid voor enkele neuropeptides voor de ontwikkeling van vetzucht. Hiervoor zijn
normale ratten getest op de voedselopname-remmende werking van leptine en de MC-
agonist MTII voor aanvang van een vet-verrijkt cafetaria dieet, resulterend in dieet-
geihduceerde obesitas (DlO). Het is gebleken dat leptine gevoeligheid, en niet MC
gevoeligheid, een voorspellende waarde had voor de ontwiklceling van DIO. Anders
gezegd; de dieren bij wie de voedselopname het minst werd beïnvloed door leptine-
toediening aten het meest van het cafetaria-dieet en werden het dikst. Deze leptine-
ongevoeligheid kan echter aan diverse factoren liggen aangezien leptine ook perifeer (in het
lichaam) diverse verz'adiging-stimulerende effecten heeft, zoals bijvoorbeeld thermogenese
(het verhogen van de lichaamstemperatuur). Nader onderzoek is derhalve nodig. Een zeer
belangrijke vinding in onze studie is dat MC-gevoeligheid niet gecorreleerd lijkt te zljn aan
DIO, het suggereert namelijk dat voor, maar misschien ook tijdens DIO de werking van het
melanocortine systeem niet is aangetast. Derhalve zou behandeling van vetzucht of beter
nog preventie van vetzucht in mensen door middel van MC-agonisten succesvol kunnen
zijn. Bovendien maken deze resultaten de noodzaak van de ontwikkeling van specifieke
MC-agonisten voor therapeutische toepassingen duidelijk kenbaar.
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Ondanks dat in hoofdstuk 2 in samenhang met andere studies is aangetoond dat centrale
toediening van leptine en MTII leidt tot een verhoogde expressie van CRH en activiteit in
CRH-producerende neuronen, zijn de data niet geheel consistent. Uit enkele studies is
gebleken dat leptine ook remmende effecten kan hebben op CRH-expressie. Daarnaast
richten de meeste studies zich alleen op korte tennijn-effecten (uren) van leptine en MTII
op CRH, er is weinig tot niets bekend over mogelijke lange termijn-efÈcten (dagen).
Daarom hebben werd een studie uitgevoerd waarbij ratten chronische centrale toediening
kregen van leptine of de zeer specifieke MC4-R agonist MBX37. De resultaten van deze
studie staan beschreven in hoofdstuk 3. Chronische MC stimulatie resulteerde in
thermogenese n een reductie van lichaamsgewicht bij een geli jke voedselopname. Deze
eÍfecten waren nog duidehjker zichtbaar in leptine-behandelde dieren. Consistent rnet
hoofdstuk 2 waren CRH peptide gehaltes in de hypothalamus aan het eind van de studie
toegenomen. In tegenstelling hiermee waren zowel CRH peptide- als mRNA-gehaltes in
leptine-behandelde dieren afgenomen. Deze afname is waarschijnlijk te verklaren door de
zeer sterke afname in voedselopname en lichaamsgewicht in deze dieren, waardoor
mogelijkerwijs compensatie mechanismen in werking zijn getreden in een poging verder
energieverlies te voorkomen. Desalniettemin laat deze studie zien dat toediening van MC
agonisten kan leiden tot een verhoogd metabolisme en controleerbaar gewichtsverlies.
Bovendien blijkt dat anorexigene eÍfecten van leptin niet alleen door CRH worden
berverkstelligd, maar dat er waarschijnlijk ook andere neuropeptides een rol spelen.
Irrderdaad blijkt in hoofdstuk 4 daÍ in lepÍine-behandelde dieren het schildklierhormoon
triiodothyronine (T3) is verhoogd, waarvan bekend is dat het energieverbmik stimuleert.
Zoals eerder vermeld. is bekend dat MC-stimulatie leidt tot een verbeterde insuline-
gevoeligheid, wat de kans op type ll diabetes kan verminderen. Het is bekend dat ook
leptine dergelijke effecten kan bewerkstelligen. Vrij recent is het hormoon adiponectine
ontdekt, wat net als leptine door vetcellen lvordt geproduceerd en aÍgegeven. Hoewel de
rrrechanismen clnbekend zijn, zorgt adiponectine voor een verbeterde insuline-gevoeligheid
in spierweeÍsel, waardoor Diabetes kan worden verminderd. Dit heefï belangrijke
therapeutische implicaties. Het is niet bekend of er mogelijke relaties zijn tussen leptine, het
centrale MC systeem en de productie van adiponectine. Daarom is in hoofdstuk 4
onderzocht of chronische toediening van leptine of MBX37 (MC4-R agonist) een effect
heeft op plasma gehaltes van adiponectine in ratten. Het is gebleken dat, ondanks
gewichtsverlies (wat normaal gesproken leidt tot een afname van adiponectine).
adiponectine niveaus constant bleven of zelfs waren verhoogd. Dit impliceert mogelijke
regulatie van adiponectine productie door leptine en het MC systeem. Bovendien bleek dat
na leptine-behandeling mRNA expressie van Peroxisome ProliÍèrator Activated Receptor y
(PPAR1) in vetcellen was verhoogd. PPARy is als transcriptiefactor betrokken bij gen-
activatie en mogelijk ook van het gen voor adiponectine. De verhoogde adiponectine-
spiegels na chronische MC4-R stimulatie daarentegen lijken eerder gerelateerd aan
gedragsmatige veranderingen (toename van lichamelijke activiteit). Deze resultaten geven
dieper inzicht in de rnogelijke mechanismen waannee leptine en het MC systeem perifere
insuline-gevoeligheid kunnen stimuleren.
Bij vetzucht treedt vaak type II diabetes op (insuline-ongevoeligheid). Factoren die de
gevoeligheid voor insuline kunnen verminderen kunnen genetisch van aard zijn (MC
stoornissen, leptine deficiëntie), rnaar ook de hoeveelheid geconsumeerd vet is in deze
kwestie ere belangrijk. In hoofdstuk 5 is onderzocht of chroniscir verrrrinderde MC4
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activiteit in ratten leidt tot verminderde insuline-gevoeligheid. Daarnaast werd onderzocht
of en in hoeverre vet inname de el-tecten van MC-blokkade versterkt. Terwijl ratten ofrvel
gewoon voer of speciaal vet-verrijkt voer kregen, werden ze chronisch centraal behandeld
met de MC4-R antagonist SHUgl19. Extra vet inname door het hoog vet-dieet resulteerde
in verhoogcle vetopslag en verhoogde leptine spiegels. Daarnaast waren de basale insuline-
en bloedsuikerspiegels verhoogd tegenover een verlaagde adiponectine-respons, wat
insuline ongevoeligheid impliceert. Dit kon echter niet met behulp van een glucose
tolerantie test worden aangetoond. Desalniettemin mag worden geconcludeerd dat
verhoogde vetconsumptie de ontwikkeling van vetzucht als gevol-e van verminderde MC
activiteit versterkt. Bovendien venrrindert vet consumptie de adiponectine respons op
verhoogde voedselopname n vetophoping, wat kan bijdragen aan insuline ongevoeligheid.
MC-R activiteit kan worden gerernd door diverse centrale en perifere counterregulatoire
mechanismen, gericht op het behouden van energie en lichaamsgewicht. Vasten,
verminderde voedselopname n daling van de leptinespiegel kunnen in de hersenen zorgen
voor expressie van neuropeptides als Agouti-related protein (AgRP), een lichaamseigen
MC antagonist, en neuropeptide Y (NPY). NPY remt de activiteit van POMC-producerende
neuronen waardoor minder a-MSH kan worden aangemaakt, AgRP verhindert de binding
van a-MSH aan de MC4-receptor. Langdurige toediening van zowel AgRP als NPY in
proefdieren leiden tot vetzucht en type II diabetes.
Stresshormonen als cortisol in mensen en cofticosteron in ratten hebben een vergelijkbaar
effect op lichaamsgewicht en insuline-gevoeligheid. Langdurige blootstelling aan stress en
conseqllent verhoogde streeshormoonspiegels worden dan ook genoemd als een belangriike
oorzaak van overgewicht. Hoewel het mechanisure nog steeds een raadsel blijft, is gebleken
dat corticosteron de gevoeligheid voor leptine vermindeft. Het is niet bekend of dit ook
geldt voor MC gevoeligheid. In hoofdstuk 6 is een studie beschreven waarin bij ratten door
het verwijderen van de bijnieren geen stresshonnonen meer aangemaakt kunnen worden.
Vervolgens bleek dat in deze dieren de gevoeligheid van de hersenen voor zou,el centraal
toegediend leptine als de MC-agonist significant was toegenomen. Dit kon worden hersteld
door clieren corticosteron terug te geven. Dit is een belangrijke vinding aangezien hieruit
bliikt dat periÍèer geprodLlceerde stresshomonen de rverking van leptine in de hersenen
direct kunnen beihvloeden, in ieder geval op het niveau van het MC systeem. Minstens zo
belangrijk is de vinding dat deze remming door stresshoÍÍnonen specifiek is. Er werden
namelrjk geen meetbare ffecten op de gevoeligheid voor Glucagon-like peptide-l (GLP-l)
aangetoond. GLP-l is weliswaar een verzadigings-hormoon dat door het gastro-intestinale
stelsel wordt afgegeven na een maaltijd, maar het is in tegenstelling tot het MC systeem,
niet geassocieerd met de lange termijn regulatie van de energiebalans. Het mechanisme
waardoor stresshormonen het MC systeem kunnen beihvloeden blijft echter nog onbekend
en moet derhalve beter worden onderzocht.
Zoals eerder vermeld worden chronisch verhoogde stresshormoonspiegels genoemd als
mogelijke oorzaak van vetzucht en Diabetes. Naast de regulatie van de energiebalans wordt
ook de activiteit van het stress-systeem vanuit de hypothalamus gereguleerd. Het eerder
beschreven neuropeptide CRH is hier ook bij betrokken, het remt niet alleen
voedselopname maar activeert ook dit stress-systeem. Stresshormonen kunnen echter, door
binding aan glucocorticoïd-receptoren (GR's) in de hypothalamus, de afgifte van CRH en
daarmee de activiteit van het stress-systeem verDlinderen. Voorwaarde is dan wel dat deze
receptoren voldoende werkzaam zrjn. Yerzwakte werking van GR's in de hypothalamus
I  t - )
SAMENVATTING
zou ten grondslag kunnen liggen aan chronisch verhoogde stresshormoonspiegels en
dientengevolge aan vetzucht en diabetes. ln hoofdstuk 7 wordt aangetoond dat tijdens
chronische MC-blokkade de gevoeligheid voor CRH li ikt te ziln veranderd; CRH is minder
goed in staat om het stress-systeem te activeren. Daarnaast is ook de thermogene respons
minder sterk. Deze gerernde stress-activatie kan niet worden verklaard door sterkere
binding aan GR's, het GR-gehalte in de hypothalamus is juist verlaagd. Aan de andere karrt
is het voedsel rernmende eÍïect van CRH juist sterker. Dit is een belangrijke vinding omdat
blrjkt dat sommige efïecten van CRH schijnbaar kunnen worden geblokkeerd door MC-
antagonisten. maar niet alle. Er zijn al meer aanwijzingen voor deze schijnbare dissociatie
gevonden. Een mogelijke hypothese is dan ook dat MC-receptoren zijn gelocaliseerd op
sommige uitlopers van CRH-producerende neuronen in het centrale zenuwstelsel. met name
op uitlopers die verbindingen vonnen met gebieden betrokken bij activatie van het stress-
systeem en thermogenese (hersenstam, ruggemerg). MC-receptoren zullen niet voorkomen
op uitlopers die verbindingen voÍïnen met gebieden betrokken bij de voedselopnarne. De
mogelijke functionaliteit van deze dissociatie zal beter moeten worden onderzocht.
Kort samengevat geven de resr.rltaten van de studies als beschreven in dit proefschrift dieper
inzicht in de betrokkenheid van het centrale melanocortine systeem in de regulatie van de
energiebalans. Langdurige activatie van het melanocortine systeem leidt tot een verhoging
van de lichaamstemperatuur en een daling in lichaamsgewicht, waarschijnlijk gemediëerd
via CRH-producerende neuronen. Bovendien lijkt MC-activatie betrokhen te zijn bij de
regulatie of produktie van adiponectine, wat belangrijke implicaties kan hebben voor de
behandeling of mogelijke preventie van type II diabetes. De gevoeligheid voor MC-R
agonisten wordt weliswaar mede bepaald door feedback van glucocorticoiden, maar dit
efÍèct lijkt minder op te treden bij obesitas dankzij verstoorde MC-werking. Dit is een zeer
interessante vinding aangezien deze verminderde feedback niet leidt tot verhoogde activatie
van de stress-as. Dit is een unieke eigenschap van dankzij centrale MC-deÍrciëntie
optredende vetzucht.
Deze bevindingen kunnen een mogelijke verklaring geven voor de relatief vaak
voorkomende mutaties en polymorphismen in MC-geassocieerde genen in mensen. Terwijl
leptine-cleficiëntie bijvoorbeeld bijna altijd is geassocieerd met zware aandoeningen als
diabetes, chronisch verhoogde activiteit van het stress-systeem, verminderde
vruchtbaarheid en een vemrinderd vennogen tot het aanpassen van de lichaamstemperatuur
in tijden van extreme kou, zijn de gevolgen van mutaties in het MC-systeem veel minder
levensbedreigend en veelal milder van aard. Het zou zelÍ's geconcludeerd kunnen worden
dat mutaties in MC-genen onder bepaalde condities belangrijke voordelen kunnen
opleveren voor hun dragers, bijvoorbeeld dankzij een verhoogde metabole efficiëntie, het
uitblijven van insuline-ongevoeligheid tijdens de ontwikkeling van vetzucht en
verminderde stress-gevoeligheid. Dit zal zeker in prehistorische tijden, met regelmatige
periodes van voedselschaarste en omgevings-stress, de overlevingskans van deze
individuen hebben vergroot. Echter, in de huidige westerse samenleving, met
ongelirniteerde beschikbaarheid van voedsel waardoor verdere noodzaak tot het kunnen
opslaan van energiereserves totaal overbodig is geworden, zal verminderde melanocortine
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SAMENVATTING
Naast genetische factoren zoals MC-mutaties zijn er helaas nog vele andere, vaak milieu-
gebonden factoren die veel frequenter tot overgewicht kunnen leiden. In dit proefschrift is
echter aangetoond dat de ontwikkeling en het gebruik van zeer specifieke MC4-R agonisten
belangrijk kan zijn, mogelijk in samenhang met reeds bestaande therapieën, om obesitas en
haar aanverwante metabole stoornissen doeltreffend te bestriiden.
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